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摘要 ”实验 室 培 养 乳 状 闭 时 分离 出 一 批 菌株 ?经 生理 生化 和 你 定 ? 与 对 照 株 侧 孢 芽孢 杆 奖 一 致 其 特征 与 
乳 状 功 有 显著 区 别 。 这 些 培 养 菌 株 注 射 华北 大 黑 鳃 金色 和 铜绿 丽 金 他 幼虫 ! 感 介 率 可 达 90—100% PRL th 
有 一 定 致 病 力 。 


OU Fed F FF E] (Bacillus laterosporus Laubach) 早 在 1912 年 White WRH Bacillus 
orpheus, UAE 5] ER IN EIA, 但 未 作 描述 。 至 1917 Æ, McCray 发 现 这 
种 细菌 是 欧洲 腐烂 病 感染 密 峰 后 的 第 二 侵 染 者 ， 并 对 其 生理 生化 特性 作 了 一 些 研究 。 
Smith 等 (1946) 认为 它 是 中 等 需 氧 芋 孢 杆菌 。Fitz-James 等 (1958) SRAM AA: 
体 的 形态 学 及 化 学 组 成 进行 了 研究 ， 用 相差 和 电子 显微镜 观察 形态 ， 显示 出 区 别 于 其 它 本 
孢 杆 效 的 特征 。 化 学 组 成 中 了 和 NN 含量 很 高 。 宴 基 酸 色谱 分 析 反 应 出 : PARA 14 组 
Ep — NER EE Ex. STALE PRA 25 IBS X BRU HOSE HOTT PS PE RL E E b PS RT 
究 的 工作 ,最 近 60 年 进展 不 大 。 本 文 主要 报道 在 实验 室 培 养 时 分 离 出 的 一 批 对 暗 蜡 有 一 
定 致 病 力 的 侧 孢 芽孢 杆菌 菌株 ， 它 们 的 形态 学 以 及 生理 生化 特性 与 对 照 株 侧 孢 芽孢 杆菌 
一 致 ,与 乳 状 菌 完全 不 同 。 

材料 与 方法 
一 、 BR 用 作 实 验 的 分 离 菌 株 为 0001, 0004, 0007, 0008, 0029, 0035 等 。 

侧 孢 芽孢 杆菌 对 照 菌 株 由 中 国 科学 院 微生物 研究 所 提供 。 

二 、 培 养 基 ”初次 分 离 曾 用 5 种 培养 基 , 控 制 pH 为 7.3 一 7.5。 灭 菌 用 8 磅 20 分 钟 ， 
冷却 至 50°C 左右 倒 平 板 , 经 280 培养 3 一 5 天 备用 。 培 养 基 组 成 如 下 〈 按 百分比 浓度 计 
算 , 每 100 -毫升 含 克 数 ): 

1. 改 良 Wyss 琼脂 “DL- 酷 氨 酸 0.02， 葡 萄 糖 02, pip 0.5, 半 胱 氨 酸 0.02, 
CaCl, 0.05, K,HPO, 0.3, KNO, 0.05, MgSO, 0.05, Vs, 0.1, H2» 7 7k 100 eH, 

2.26 (1) 配方 中 加 入 0.5 豚鼠 全 血 。 

3. 在 (1) 配方 中 加 入 10CW/V) &BBo 
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4.J- 琼 脂 BERS 1.5, [CR 0.5, $8 5j 0.2, K,HPO, 0.3, 琼脂 2, 蒸馏 水 100 
毫升 。 

5. 普通 细菌 琼脂 “牛肉 谊 0.3, 蛋白 肛 0.5, 琼脂 2, 蒸馏 水 100 BH 

6. 萌发 培养 基 BARE 0.5, 葡萄 糖 0.2, 蒸馏水 100 毫升 。 

7. 生 化 鉴定 用 培养 基 按照 Gordon. (1973) 对 Bacillus 属 鉴定 方法 制备 。 所 用 试 
剂 , 除 酵 母 粉 、 胰 化 腑 为 英国 产品 外 ,其 余 化 学 药品 均 为 分 析 纯 。 

三 、 接 种 材料 的 挑选 ”在 分 离 暗 蜡 病 原 的 平 凤 上 长 出 的 特殊 菌落 作 单 株 分 离 ， 用 选 
出 的 单 株 作 扩 大 接种 材料 。 

四 、 生 化 反应 ”根据 Gordon (1973) 对 Bacillus 属 鉴定 的 内 容 测定 。 

五 、 菌 粉 制备 ”用 挑 出 的 单 株 斜 面 , 分 别 接种 在 含 J- 琼 脂 的 死 氏 瓶 中 , 经 28 一 30°C 
培养 5 天 后 ,用 灭 菌 水 将 菌 蔡 洗 干 , 菌 基 臣 用 灭 菌 碳酸 合 吸 附 , 风 于 ,使 用 前 调 人 芽孢 数 。 

K FIWE 

1. 虫 种 ”从 田间 采集 华北 大 黑 鲁 金 龟 (Holorichia oblita Fald), Fk BB AB (Ano- 
mala corpulenta Mots.)、 灰 粉 鳃 金龟 (Melolontha incanus Mots.) 以 及 新 疆 分 布 的 点 星 犀 
金龟 (Oryctes punctipennis Mots.). 4 Vr 154 fa (Cetonia aurata (C)) 等 幼虫 ， 经 室内 饲 
养 至 少 一 周 后 ,挑选 健壮 幼虫 供 试 。 

2. 注 射 感染 ”从 斜面 菌株 上 将 菌 昔 刮 下 , 磨 散 ,加 无 军 水 定量 稀释 ， 计数 后 配制 成 欲 
使 用 浓度 ,常规 注射 \ 饲 养 ( 张 书 方 等 , 1980)。 对 照 用 无 菌 水 ,每 头 虫 注 射 3 微 升 。 

3. 喂 食 感染 C1) 强迫 喂食 et 5 LO EE ERE JC Te 38 ROB E A c o 腔 ， 
喂食 后 置 25—28°C 温 箱 常规 饲养 。 (2) 菌 土 感染 已 制备 好 的 菌 粉 , 计数 , 按 需 要 加 土 
FG RE pics FB n ot 8A £8 E BEA Sk, A 25—28°C 温 箱 饲 养 。 (3) 饲料 喂食 ”用 斜面 
培养 的 菌株 , 制 成 均匀 的 悬浮 被， ülll C 将 粒 选 的 花生 仁 表面 刺 孔 ， Sit ARR, Z 
三 小 时 后 取出 作 饲 料 喂食 ,每 虫 一 粒 , 喂 后 置 25 一 28°C 温 箱 培养 。 

55 3EL T ILE S REC ER ZK BE Age DER, SPEI oor EUR ZG PR ZKCHE AE EUR nS 
th, bab Reet ER FH AR JESUS 83) 3-768 AL FEO 

七 、 观 察 方法 

1 .观察 形态 用 CARL ZEISS NFPK-1 型 相差 显微镜 和 : Hitachi HU-11 型 电子 显 微 
SUH. HRA WES KLE, | 

2. 毒 力 测定 “接种 后 12 小 时 、24 小 时 、3 KS 7, 1421 天 …… 每 周 检查 一 次 * 至 两 
个 月 。 死 虫 经 显微镜 分 析 ,接种 菌 占 优势 的 计 人 感染 虫 数 。 


结果 与 讨论 
在 分 离 暗 螨 病 原 过程 中 ,从 不 同 平 四 挑选 出 41 个 单 株 , 初 次 生长 于 第 1 一 3 种 培养 基 
的 单个 菌落 ,表面 粗糙 ,有 皱 折 ,边缘 不 整齐 , 侧 观 略 凸 起 , 呈 半 球形 , 颜色 乳白 。 培养 10 
天 ,直径 为 0.5 一 1.2 毫米 (图 版 1:1,2), 转 接 于 第 5 WHE. ARS NDE HAE 
养 成 分 不 同 , 菌 体 有 很 大 差异 ,菌落 形态 亦 很 不 同 。 
侧 孢 芽孢 杆菌 曾 记 载 是 较 稀少 的 一 种 全 孢 菌 ， 可 能 从 蜜蜂 幼虫、 viec aiii 
(Bergy's 1974)。 我 们 每 次 在 一 个 平 咽 上 能 挑 出 的 菌落 只 一 个 ;或 多 则 2 一 3 个 。 MRA 
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R1 菌株 的 各 种 特性 













| m 
zou. WwW] we |e & | B 利 | 示 | | | 还 
I FA ded ed 所 | | mm 原 
alkal | al Clas la | aE] E a 
9E BEERNAM. i 
4 | 所 | 长 | | ESBE] |S ia | |a |7 | oe fe | E | | Be 和牛 
性 | 栈 | “| 应 ANAT ail ie (| [ak | H A, 

| | gL a GEHE | 


— | —— | — G | tte | — | | | Le | | ee | Je [ —— | ites | | tions | 
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长 后 挑 出 的 菌落 再 转 接 或 扩大 培养 则 很 容易 。 营 养 体 星 单 或 双 链 (CARD, HEX, 
FREER 售 近 犯 玛 纵 轴 的 一 边 ( 图 版 1:3; 图 版 本 :5; ), 58 X8 — AR AE PEAK, 
值得 注意 的 是 : 这 种 侧 孢 芽孢 菌 的 伴 犯 体 ,在 丰富 培养 基 上 可 以 在 孢 斑 的 任何 位 置 出 现 
CEU 11:6), 与 芽孢 并 列 . 与 芽孢 形成 某 种 角度 ,有 的 在 芽孢 前 端 ,与 乳 状 菌 的 形状 有 某 种 
相似 ,但 在 高 倍 相差 显微镜 下 , 则 可 看 出 不 同 于 乳 状 菌 ; 它 的 孢 旗 近 于 椭圆 形 ; 在 已 描述 过 
H BFR, TERES; CHE DAW, 而 A TEUER TRU SUR, 基本 是 坛 状 ; 
更 重要 的 是 , 乳 状 菌 的 芽 孢 不 易 从 孢 变 中 游离 , 侧 孢 芽孢 菌 的 芽孢 则 很 容易 从 孢 变 中 游离 
出 来 ,这 是 两 种 芽孢 菌 很 重要 的 区 别 点 。 

从 分 离 单 株 中 ,我 们 选 出 6 株 作 生化 试验 ,结果 见 表 lo 

以 上 结果 反映 出 , 从 培养 基 上 选 出 的 这 批 菌株 , 除 生长 在 pH5.7 的 反应 不 同 于 对 照 
株 外 ,其 它 特性 与 侧 孢 芽孢 杆菌 基本 一 致 。 

毒 力 测定 结果 见 表 2, 表 3。 

虽然 以 往 的 文献 尚未 见 过 侧 孢 芽孢 菌 感 染 赚 晓 的 报道 ， 我 们 挑选 的 培养 菌株 却 具有 
EB. TER RAH BORD (R38 ES. Dit 0004 菌株 ,接种 后 12 小 时 感染 率 高 
3510046 5-- 感染 致死 的 暗 周 ; 体 表 呈 棕 至 褐色 , 刚 死 时 体 色 稍 浅 ;表皮 不 破裂 , 血 淋 巴 充满 
营养 体 , 蚊 蜡 死 后 ;营养 休 能 继续 发 育 , 68 NIN LR, E 6 小 时 , 全 部 形成 芽孢 。 寄 
主 死 后 ,病原 能 继续 完成 发 育 周 期 的 这 种 特性 ,与 乳 状 菌 完 全 不 同 。 由 侧 孢 芽孢 菌 引起 的 
疾病 ,与 乳 状 菌 感染 暗 旱 的 症状 也 完全 不 同 。 

培养 菌株 , 除 对 华北 地 区 常见 种 华北 大 黑 鳃 金色 和 铜绿 丽 金 包 致 病 力 强 外 ,对 新 疆 点 
星 犀 金 印 致 病 力也 很 强 ， 注 射 感染 率 高 达 100%; 对 新 疆 金 匠 花 金龟 ， 注 射 接种 也 可 这 
33.33% 的 感染 率 。 | 

喂食 结果 反映 出 : 培养 菌株 有 致 病 力 ,但 毒 效 不 高 , 仅 3.33—13.33 70 的 感染 率 ,对 照 
ARMERET A, ER EUR f RIXS 2076, 0029 菌株 接种 后 9 天 出 现 感染 虫 , 0008 菌株 是 
20 R, 0035 菌株 则 24 天 出 现 感染 虫 而 饵料 喂食 的 0029 菌株 在 接种 后 15: 天 才 表 现 感 
染 , 0035 菌株 是 16 K, 0008 菌株 则 26 天 出 现 感染 。 喂 食 感 染 时 间 比 注射 感染 时 间 显 著 
延长 。 菌 土 和 饵料 喂食 方式 不 同 ,表现 出 致 病 时 间 不 同 , 除 虹 蜡 是 否 取 食 到 足够 引起 疾病 
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X2 注射 致 病 力 




















0001 0004 0007 
虫 名 H Ei 感 * | m rl 感 | m nl 感 
间 : 
d CIT (46) tn ERO EA do CT (96) 
华北 大 黑 鳃 金色 
He) 43 BH & f& 45 100 | 45 2x 105 100 | 45 2x105 
1980 Rab BÉ fü 20 | .5%10° 100 . 
" br tk fü 30 5x105 133.33 
Ix $t fü 
ABACK Im fü 45 95.55| 45 1x106 |97.77| 45 1x 105 
1981 PIEZEN hee Nr ESE: ESA 





铜绿 更 金色 30 93.22| 30 2%10° 196.66] 30 2% 108 


* .接种 后 24 小 时 的 感染 率 。 














m3 项 食 致 病 力 
0001 0004 0007 . 0008 
方 
名 R | 虫 | A |e] 5» | 感 | 虫 | A | 感 | 虫 | m 感 
法 全 le $ = 
es CERRO (96) er FAIS) (%) ( 头 ) GAII) (区 G CEIS) (%) 
一 一 一 一 一 | 一 | 一 | 一 一 一 一 | 一 eee ud 
华北 大 黑 鳃 金色 30 | 4.55X 108 | 6.66 
DBS ee eS ee a ey Mee cu 
& | #1 ARMS 30 117.66X%10*} 6.66 
法 | 0 AS MN NECEM XN. ORC A DM 
Es 华北 大 黑 鳃 金龟 10 3x 101? 0 10 3x10!9 | 20 10.| 3x10! 0 
华北 大 黑 鲁 金 色 
= -n | a ee) ee ee ee ee a ee a d ——— dM 
T | mamet 








* 接种 后 一 个 月 的 感染 率 。 


的 病原 数量 这 一 因素 外 ,培养 菌株 间 也 有 毒 力 差异 。 

强迫 口腔 喂食 , 0004 BR RE EUR 29 20.00%, 0029 菌株 感染 率 达 30.00% ， 其 余 菌株 
均 未 表现 感染 。 是 这 种 菌 不 能 有 效 地 通过 消化 道 到 达 血 腔 形 成 感染 呢 , 还 是 未 能 食 人 一 
定 剂量 而 未 致 病 ? 

1980 年 我 们 曾 用 注射 感染 后 的 螃 粳 作 接 种 材料 ,分 离 出 纯 孢 囊 , 配制 成 2.85 x 108 芽 
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《1980、1981， 沧 州 ) 
0008 0029 | 00035 SUIS BF 


m ni 感 | 5m 剂 E | 忠 剂 感 j 感 
| 认 E: 


45 1X10 [97.77| 45 1X10 ]|93.33| 45 1X10° ]|93.33 


10 1x10f 100 


e —€—MÀÀ ee! eal al 和 el | 


po uM ud d nd edie eed, — d ^um se 


15 1x10* 100 


1 
ned Lnd hsec! scc | ne! ES E i | Ld pe — — 


45 1x10* 100 | 45 1X10 148.88) 45 1x 10* 100 45 1X10° 100 





30. | 2X10° 100 | 30 1 2x10 |96.66| 30 2X 10$ 100 30 2X10 | 93.33 


(1980, 19815 沧州 》 


up 
2x . 


0029 | 0035 (ul 3& FHA iE 对 m 





剂 R | BR R | um 剂 感 | oR 剂 感 | d 剂 
i" es x a 






死 
zi 
e» CIE (%) Go FAIS) (%) e» HEIR) (%) es GERIK) (%) ® CUN (46) 














30 |2.46x10*|13.33| 30 | 2.06X10 | 3.33 | 10 | 4.8x 10? | 20 | | 10 3 0 
30 127.33X10*| 10 | 30} 15X10* | 6.66 10 3 0 
3x 101? 30 |10| 3x10! 0 10 | 3X10 | 0 . 10 3 0 


30 } 3X10'° 13.33] 30 | 3x10'? | 6.66] 10 3 0 


0 | 30| 3x10'* | 3.33 | 10 3 0 





18/38 JF zc. MERWE EE ES TRI GERI, ARCA ABA EAR R ARAR 
次 生 漫 染 的 能 力 而 不 具备 病原 的 特性 ,还 是 微生物 通过 虫 体 后 致 病 力 有 所 变化 ? 

忠 食 感染 华北 大 黑 鳃 金 包 和 铜绿 丽 金 包 幼 虫 致 病 力 不 高 ,但 注射 感染 率 却 很 高 ,反应 
出 培养 菌株 如 进入 血 腔 , 便 有 较 高 的 毒 力 。 过 去 对 这 种 菌 一 直 作 为 非 致 病菌 的 论 乓 , 害 要 
重新 评价 。 而 喂食 致 病 力 不 高 , 是 由 于 茶 种 致 病 条 件 不 具备 呢 9 还 是 它 所 产生 抗生素 抑 
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制 了 疾病 的 发 生 ? 尚 待 进一步 研究 。 

培养 菌株 的 生理 生化 反应 , 除 生长 在 pH5.7 的 反应 与 对 照 侧 孢 芽孢 菌 不 同 外 , 其 它 
指标 基本 一 致 。 

培养 菌株 过 氧化 氧 酶 阳性 ,与 过 氧化 气 酶 阴性 的 乳 状 菌 有 根本 的 区 别 , 虽 然 它 们 的 形 
态 学 特征 有 某 种 相似 ,但 完全 可 以 区 分 开 。 培 养 菌株 的 车 孢 极 易 从 孢 囊 中 游离 出 来 ,被 感 
染 寄主 死亡 后 ,微生物 在 万 体 中 仍 能 继续 完成 发 育 周 期 等 特性 ,与 乳 状 画 完全 不 同 。 

McCray (1917) 作为 偶然 的 次 生 侵 染 原 分 出 过 。 而 Zatula 等 (1976) Mas Rie BA 
分 离 的 712 BREE FORE GB th ARK Bacillus laterosporus。 Tabbara 等 (1977) 曾 从 受伤 病 
人 的 眼球 未 端 眼 睛 晶体 液 中 分 离 过 B. laterosporus， 用 这 分 离 株 接种 兔子 眼睛 ， 表 现 眼 
疾 。 他 们 认为 这 种 菌 在 条 件 合适 时 ,可 能 引起 奖 病 。 从 分 离 和 感染 试验 反应 出 , 侧 孢 菠 孢 
菌 作为 次 生 侵 染 原 是 可 能 的 。 Shoji 等 (1976) 从 侧 鸡 芽孢 菌 的 肉 汤 培 养 中 分 出 一 种 新 
抗生素 ， 命 名 为 laterosporamine， 实 验证 明 ， 这 种 抗生素 对 G+ (Bacillus subtilis, Bacillus 
anthracis, Staphylococcus aureus, Streptococcus penumoniae, Streptococcus pyogeres) 以 及 G7 
(E. coli, Klebsiella penumoniae, Salmonella typhi, Pseudobacterium aerofaciens) 等 体内 外 细 
机 有 活性 ,并 认为 它 是 一 种 非 肽 结构 。 我 们 认为 : RP DU TREE ELE EET 0 2 AL GE DL 
ER, 但 也 曾 从 患 病 动 物 的 代谢 物 中 分 出 过 其 侵 染 力 的 画 株 。 0E DU TELF Te EROS] GENE 
一 定 毒 力 , 它 又 可 能 在 土 起 中 存在 ,对 地 下 害虫 ,尤其 取 食 土壤 的 害虫 ,在 条 件 适 合 时 也 可 
能 致 病 。 但 是 ,如 要 使 用 这 种 落 株 ,必需 作 安 全 试验 , 因 可 能 对 疹 椎 动物 有 毒性 。 
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EXPERIMENTS OF THE PATHOGENICITY OF BACILLUS 
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Some strains.were isolated when we cultured Bacillus popilliae in the laboratory. 
Their physiological and biochemical characters were identical with Bacillus laterosporus. 
The characteristics of the strains differ from that of Bacillus popilliae. The percentage of 
infection of these strains against’ the Holotrichia oblita Fald. and Anomala corpulenta Mots. 
reached 90—100% by injecting and also had certain toxicity by feeding. 
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1 .改良 Wyss Miz 10 天 菌落 形态 X 20 
2. MER ABSA LESE 15 KRIS X 20 

3. EAE BS PRS EEE AS X 40,000 Ch BR) 
4. 平 血 培 养 的 营养 体 X 2,268 GÆ) 
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